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PEPTIDE AUGMENTANT LA CAPACITE FUSIOGENE D'UNE GAMETE 



DOMAINE TECHNIQUE 

5 

La pr^sente invention se rapporte k des peptides cycliques augmentant la capacity 
fusiog^ne de I'ovocyte et/ou du spermatozoide, k des compositions pharmaceutiques les 
comprenant et k leurs utilisations, notanmxent pour suppl6menter des milieux de culture 
utilis6s pour la realisation de la F6condation in Vitro. Les peptides de Tinvention 
1 0 comprennent typiquement un domaine issu de la boucle disintegrine de la fertiline b6ta. 



ETAT DE LA TECHNIQUE 

IS La fecondation est un processus complexe aboutissant k la fusion des gametes 
(spermatozoide et ovocyte) pour former un embryon, Ce processus naturel a lieu dans 
Tampoule tubaire et aboutit k une grossesse eqprds migration de rembryon dans la cavity 
uterine. 

20 Lorsque le couple est sterile, des techniques d'Assistance M^icale k la Procreation sont 
mises en jeu pour obtenir in vitro des embryons. lis sont alors transferes par voie basse 
dans I'ut^rus ou ils s'implantent. 

La fecondation in vitro consiste simplement a mettre en presence, dans un milieu de 
25 culture adapts et dans des conditions de pH et de temperature appropri6es, ovocytes et 
spermatozoi'des pour que la fecondation puisse se produire. Les techniques ont 6t6 
largement d^velopp^es depuis 25 ans (Bavister 2002). 

Quand, pour des raisons parfois non eiuddSes, des 6checs de fecondation ont lieu, les 
30 biologistes ont recours aux techniques de fecondation assistee qui consistent k 
microinjecter un spermatozoide directement dans le cytoplasme de Tovocyte. 
L'evolution des embiyons microinjectes n'est toutefois pas aussi bonne que celle 
observee apr^ fecondation spontanee. En effet, les taux de grossesse obtenus par 
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transfert de ces embryons sont inferieiurs a ceux obtenus apres ftcondation in vitro 
simple (25,4 % vs 26,5 %, sur plus de 20 000 tentatives) (FIVNAT, 2001). De m&ne, 
les embiyons issus de microiiijection supportent moins bien la congelation que ceux 
issus de FIV (BLEFCO 2001, Simon et al., 1998). Ainsi, une lyse embryonnaire plus 
5 importante se produit au moment de la decong61ation et im taux d'implantation plus 
faible est obtenu. 

Enfin notis savons que I'activation de I'ovocyte consecutive k la £§condation est mSdi^e 
par des ondes calciques induites par un facteur spemiatique (Swan 1999). Ces ondes ont 

10 ime amplitude et une frequence r6gl6es dont depend la quality embryonnaire 
(Swanl999). Le court-circuit des Stapes membranaires de Tinteraction gam6tique 
modifie le regime de ces ondes calciques pour deux raisons. L' interaction ph)^iologique 
entre les membranes n'a pas lieu, et le traumatisme cellulaire dt au passage de la pipette 
de miaroinjection dans le cytoplasme provoque la sortie de calcium des pools de r&erve 

15 (T6sarik et al ; 2002.). Cette sortie, si elle assure I'activation de Tovocyte, pent aussi 
perturber le d^veloppement ult6rieur de I'embryon. 

L' etude du processus de fusion des membranes spermatique et ovocytaire au moment de 
la fecondation a permis de mettre en evidence en partie le mecanisme membranaire de 
20 la fusion. 

La formation d'un complexe moieculaire membranaire a lieu la smface de Tovocyte. 
Ce complexe est induit par le spermatozoide au moment de la fecondation. Sa 
composition et son mecanisme d' action sont partiellement connus, mais Ton sait que 
25 rinhibition de leur formation entraine Tinhibition de la fusion gam6tique. La 
fecondation est done bien Uee h la formation de ces patches k la surface de Tovocyte. 

L'hypofhese communement admise est que le spennatozoi'de int^agit par le biais d'un 
premier recepteur avec la membrane et qu'aprds transduction d'un signal 
30 tran^embranaire un mecanisme cellulaire permet la constitution de ces patches sur 
lesquels le spermatozoide vient se fixer. 

Des etudes ont lieu pour detenniner la nature du ligand spermatique et du recepteur 
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ovocytaire impliqu6s. II existe une prot6ine de membrane speraiatique du nom de 
Fertiline (Evans 2002). Cette molecule est \m dimere alpha b6ta dont les molecules 
appartiennent k la famille des proteines ADAM (A Disintegrine And Metalloprotease) 
(Evans 2001). La pr&s^ce d'int^grines a 6t& mise en 6vidence sur Tovocyte. Par 
S rintennddiaire de son site de liaison putati^ la fertiline spermatique est susceptible 
d'intera^r avec une ou des int6grines ovocytaires. 

Les molecules de membranes appelees int^grines sont des molecules de liaison qui 
interviennent dans les liaisons cellule-matrice extra-cellulaire et cellule-cellule. Leurs 
10 ligands se lient a leur domaine extracellulaire par I'intermediaire d'un site le liaison 
constitue par un tripeptide situ6 au sommet d'une boucle. 

Les spermatozoYdes possddent une molecule de membrane ayant \m site disintegrine 
capable de se lier a une intSgrine. Cette mol6cule, d^couverte chez le cobaye, mais- 

15 presente chez tons les mammifdres ^tudi^s dont Thomme et la souris s'appelle Fertiline. ^ 
La F^Une humaine a 6t6 s6quen96e, ce qui fait que son site putatif de liaison est 
connu. n s'agit du tripeptide FEE (Ph^ylalanine, Adde glutamique, Adde glutamique) 
(Gupta et al. 1995, Vidaeus et al., 1997). Un octapeptide lindaire contenant la s^uence 
FEE inhibe radh^rence des spermatozoides a Tovocyte et leur penetration (Bronson 

20 1999). Des effets inhibiteurs comparables ont €t6 observes dans d'autres espdces avec 
des peptides linSaires et cycliques (Mwethera 1999 ; Gupta 2000 ; Li 2002 ; Myles 
1994). Evans (1995) rapporte une absence d'effet inhibiteur des peptides cycliques chez 
la souris. 

25 

EXPOSE DE L'INVENTION 

Au cours de recherches d'inhibteurs de la fdcondation, les inventeurs ont synthStise un 
peptide cyclique, appel6 FEEc, reproduisant le site de liaison de la fertiline humaine 
30 b6ta et ont teste son action sur les ovocytes humains. Contrairement k leur attente et de 
manidre surprenante, les inventeurs ont ainsi mis en 6vidence que (1) le peptide cyclique 
FEEc se fixe sur la membrane de I'ovocyte humain, (2) qu'il induit une relocalisation 
des prot6ines d'adh6sion k la surface de I'ovocyte, cette relocalisation 6tant 
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normalement induite par les spermatozoides, (3) qu'il augmente la capacity fusiogSne 
des ovocytes. Ces r6sviltats ont et6 corrobor^ par des experiences chez la souris. 



Ainsi, les inventeurs ont identifiS une nouvelle classe de peptides cycliques capables 
5 d'augmenter la capacity fusiogdne des ovocytes et/ou des spermatozoides. Cette classe 
de peptides cycliques serait en outre capable d'activer I'ovocyte. 



L'invention conceme I'utilisation d'un peptide <^clique comprenant le site de liaison de 
la fextiline b6ta (ADAM 2) a Tint^grine de I'ovocyte pour augmenter la capacity 

10 fiisiogene et/ou pour activer d'un ovocyte, typiquement in vitro ou ex vivo. Ce site de 
liaison est contenu dans la boucle disint6grine de la fertiline beta. Ce peptide cyclique 
comprend au minimimi le tripeptide indispensable k cette liaison. Ce tripeptide varie 
suivant les especes. Cependant, Torganisation de la boucle disint6grine est trhs bien 
conservee parmi les esp6ces ( voir Table 1). n sera done facile k rhomme du metier de 

1 5 d6finir la boucle disintegrine de la fertiline beta et d'identifier le tripeptide. 



20 



25 



30 



Table 1 : Boucle disintegrine 
Homme (436)CLFMSKERMC RPS PEEC PLP EYCH6SSASC(465) SEQIDNol- 
Souris <440)CKLKRKGEVC RL AQDEC DVT EYCai6TSEVC(469) SEQ IDNo 2 

Cobaye (433)CEFKTKGEVC RES TDE CDLP EYCN6SSGAC(462) SEQ ID No 3 

Lapin (435)CTFKERGQSC RPP VGE CPLF EYCNGTSALC(464) SEQ ID No 4 

Macaque (436)CLFMSQERCC RPS FDE CDLP EYCNGTSASC(465) SEQ ID No 5 
Bovin (435)CAFIPKGHIC RGS TDE CiDLH EYCNGSSAAC(464) SEQ ID No 6 

Rat (44i)CNLKAKGELC RPA NQEC PVT EYCN6TSEVC<470) SEQ IDNo 7 

Pore (435)CSFMAKGQTC RLT LDEC DLL EYCN6SSAAC(464) SEQIDNo 8 

Les positions indiquees entre parenthese correspondent aux positions dans les 
sequences fertilines beta dont les riferences sont donnees plus loin, Les residus en gras 
soulignes correspondent au tripeptide. Les residus en gras sont parfaitement conserves 
parmi les especes. 

Une s6quence consensus de la boucle int6grine pent etre d^duite de la Table 1. 

C-X2-(F/L)-(KM/I)-X5"(K/R/Q)-(G/E>^ 

Y-C-N.(G/E)-(T/S).S-(A/E/G)-X29-C 
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ou les groupes X repr&entent, ind6pendamment les uns des autres, un acide amin6 et 
«TriPept» le tripq)tide indispensable k la liaison de la fertiline a Tintegrine. De 
pr6f6rence, est un acide amin6 charge. Plus particulidrement, il est s6Iectiomi6 panni 
E, R, et Q. De pr6f6rence, X12 est selectionn6 parmi P, L, E, et G. De pr6fi§rence, X13 est 
S un acide ainin6 peu volumineux et non charg6, plus particulieremCTit s61ectionn6 parmi 
S, A, P, et T. De pr6f(§rence, X29 est un acide anun6 peu volumineux et non charge, plus 
particulidrement s61ectionn6 parmi S, A, et V. 

Le peptide cyclique peut 3tre cyclis6 par tout moyen coxmu par Thomme du metier. Le 
10 peptide peut 6tre cyclis6 par rinterm^iaire d'une liaison covalente entre la chaine 
principale et la chaine principale, entre la chaine principale et une chaine lat6rale, ou 
entre une chaitie lat6rale et une autre chaine lat^rale. Cette liaison peut etre une liaison 
disulfure, amide ou thioether. 

15 Par exemple, le peptide peut 6tre cyclis6 par une liaison peptidique entre le r6sidu N- 
temiinal et le r6sidu C-terminal, ou avec des groupements amines ou carboxyliques des 
chaines latSrales de r6sidus. 

De pr6£§rence, le peptide est cyclis6 par I'intCTmSdiaire de deux r^sidus cyst6ine, plus 
20 particulidrement par I'intennSdiaire d'un pont disulfure entre ces deux r6sidus cysteines. 
La localisation des r6sidus cj^t6ine doit permettre la cyclisation du peptide. Les r^sidus 
cysteine peuvent 6tre plac6s de telle sorte qu'aprds cyclisation, le peptide pr&ente une 
queue polypeptidique. De preference, ces r^sidus cysteine seront places aux extr^mit^s 
du peptide. 



Le peptide cyclique selon la pr^sente invention peut done etre d^crit par la formule 
sui vante : 

1— Xm - TriPept ~ Xn — 1 



30 oi!t X repr^sente un acide amin6, m et n est compris entre 0 et 14. Comme indiqu6 
pr^c^emment, dans les formules de I'invention, les groupes X sont inddpendants les 
uns des autres et peuvent reprSsenter, au sein d'une m€me mol6cule, des acides amines 
difG§rents ou identiques. De pr6f<§rence, lorsque m ou n est 6gal h 0, Tautre est au moins 



25 




wo 2005/051799 



PCT/FR2004/002956 



6 

1. De pr6f6rence, m-f-n est inferieur a 10, de preference inferieur ou 6gal a 5. Dans un 
mode de realisation pref6r6, m+n est 6gal i 3. De pr6f6rence, le tripeptide presente une 
sequence X-(Q/D/E)-E, de pr6f6rence X-(D/E)-E. Par exemple, le tripeptide peut etre 
s61ectionn6 par le groupe constitu6 de (Q-D-E), (F-E-E), (T-D-E), (V-G-E), (F-D-E), 
5 (T-D-E), (N-Q-E), (L-D-E). Dans un mode de realisation pr6f6re, le tripeptide est (F-E- 
E). 

De preference, le peptide cyclique selon la presente invention est decrit par la formule 

. suivante : 

10 C-Xm-TriPept-Xn-C 
1 I 

Les residus cysteine impliqu6s dans la cyclisation du peptide peuvent se trouver 
naturellement dans la boucle disint6grine ou peuvent Stre introduits dans la sequence du 
peptide. Les boucles disint6grines sont riches en cysteines. En effet, des r^sidvis c>^t^ine 
15 sont conserve en positions 1, 10, 17, 23 et 30 de ces boucles. Ainsi, les peptides 
peuvffloit 8tre Q^clis^ par Tintoin^diaire d*un pont disulfure choisi panni le groiipe 
suivant : C1-C17, C1-C23, C1-C30, C10-C17, C10-C23, et C10-C30. De pr6f6rence, les 
peptides sont cyclist par I'interm^aire d'un pont disulfure choisi parnod C10-C17 et 
C10-C23. 

20 

Les peptides cycliques selon la presente invention peuvent done presenter une des 
structures suivantes : 

Ci-X2-(F/L)-(K/M/I)-X5-(K/R/Q)-(G/E)-X8-X9-C-R-Xi2-Xi3-TriPept-Ci7; 
Ci-X2-(F/L)-(K/M/I)-X5-(K7R/Q)-(G/E)-X8-X9-C-R-Xi2-Xi3-TriPept-C-D-^^ 
25 E-Y-C23; 

Ci-X2-(F/L)-(K/M/I)-X5-(K/RyQ)-(G/E)-X8-X9-C-R-Xi2-Xi3-TriPept-C-D-C^ 
E-Y-C-N-(G/E)-(T/S)-S-(A/E/G)-X29-C3o; 
Cio- R-Xi2-Xi3-TiiPept-Ci7; 
Cio-R-Xi2-Xi3-TriPept-C-D-(LAO-X2o-E-Y-C23; 
30 Cio- R-Xi2-Xi3-TriPept-<>D-(LAO-X2o-E-Y-C-N-(G/E)-(T/S)-S-(A/E/G)-X29-C3o; 

ail X repr^^tant un acide amin6 et les rSsidus cysteines des extr^mites des peptides 
fonnant des ponts disulfuies. 
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De preference, les peptides cycliques selon la pr^sente invention pr6sentent une des 

structures suivantes : 

Cio- R-Xi2-Xi3-TriPept-Ci7; ou 

Cio- R-Xi2-Xi3-TiiPept-C-D.(LAO-X2o-E-Y.C23. 



Plus particulidrement, les peptides cycliques selon Tinvoition sont choisis parmi un 
groupe constitu6 des fragments 1-17, 1-23, 1-30, 10-17, 10-23, et 10-30 d'une des 
sequences SEQ ID Nos 1-8, de pr6f(Srence de la sequence SEQ ID No 1. De pr6f6rence, 
les peptides cycliques selon Pinvention sont choisis parmi un groupe constituS des 
10 fragmentslO-17, 10-23 d'une des sequences SEQ ID Nos 1-8, de pr6f6rence de la 
sequence SEQ ID No 1. 

Les residus c)^t6ine peuvent etre introduits dans le peptide a cycliser, Dans un mode de 
realisation prefer^, le peptide selon Tinvention a la structure suivante : 
15 p-X-TriPept -Cj 




oti X est un acide amin6. Un acide amin6 peu encombrant et non charge sera privilegi6. 
De preference, X est choisi parmi A, S ou T. Plus particulidrement, X est A ou S. Dans 
un mode de realisation prefere, le X est la serine et le tripeptide presente la sequence (F- 
E-E) (SEQ ID No 9). L'invention conceme tout particulierement ce peptide (^clique 
20 (denomme FEEc dans les exemples) et son utilisation pour augmenter la capacite 
fusiogSne et/ou activer les ovocytes. 

Les acides amines du peptide cyclique selon la pr6sente invention peuvent etre naturels 
ou non. Par acide amine non-naturel est entendu un analogue ou derive d'xm acide 
25 amine naturel. Par exemple, xm acide amine non naturel peut presenter xme chaine 
laterale allongee, plus courte, ou variante presentant des groupements fonctionnels 
appropries. Bien entendu, les stereoisomdres L et D sont envisages. De plus, les liaisons 
peptidiques peuvent 6tre modifrees pour les rendre resistantes k la proteolyse. Par 
exemple, au moins xme liaison peptidique (-CO-NH-) peut etre remplacee par une 



30 liaison divalente choisie parmi (-CH2-NH-), (-NH-CO-), (-CH2-O-), (-CH2-S-), (-CH2- 
CH2-), (-CO-CH2-), (-CHOH-CH2-), (-N=N-), et (.CH=CH-). 



5 




Les residus des sequences decrites ci-dessus peuvent vaiier de fagon cons^ative. Par 
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conservative est entendu que le r6sidu variant pr6sentera des caracteristiques physico- 
chimiques comparables. Panni les caracteristiques physicochimiques prises en compte, 
on trouve Tencombrement st^que, la polarite Thydrophobie, ou la charge, 

5 Par consequent, la pr6sente invention conceme 6galement les variants et/ou les d6riv6s 
de ces peptides cycliques et leur utilisation, notamment pour augments: la capacity 
fusiogdne et/ou activer les ovocytes. Ces variants et deriv6s concervent la capacity de 
liaison k rintSgrine de I'ovocyte, plus particulidrement k Tint^grine a6p 1 . 

10 L' invention conceme egalement un multimdre de peptide cyclique selon Tinvention, 
Cette polymerisation du peptide cyclique pent etre realisee par tout moyen disponible k 
rhomme du metier. De preference, le peptide cyclique est couple k vine molecule 
porteuse peraiettant la polymerisation du peptide. La liaison entre le peptide cyclique et 
la molecule porteuse pent etre covalente ou non-covalente. Les methbdes pour fixer les 

IS peptides, cycliques a la molecule porteuse sont bien coimues de Thonmie du metier et 
comprennent la chimie des amines, le couplage carbodiimide des derivees carboxyl et 
amino, I'activation du bromure de c3^ogtoe, de N-hydroxysucdnimide, d^epoxide, de 
sulfhydi^d, ou d'hydrazide. La liaison entre la molecule porteuse et les peptides 
cycliques peut etre directe ou indirecte. Lorsqu'elle est indirecte, elle peut se faire k 

20 travCTS un lien. Ce lien peut avoir un r61e d'espaceur qui evite une interaction de la 
molecule porteuse sur les proprietes du peptide cyclique, notanmient les proprietes 
fusiogdnes et/ou activatrices. Ce lien peut etre un peptide. Le pqptide cyclique doit etre 
fixe a la molecule porteuse de maniere a maintrair Taccessibilite du tripeptide. Le 
nombre de peptides cycliques compris dans le multimdre est de preference compris 

25 entre 2 et 1000. La forme multimerique du peptide selon la presente invention permet 
d'augmenter Teffet du peptide cyclique sur la relocalisation des proteines d'adhesion de 
Tovocyte. 

Par exemple, la polymerisation peut Stre fiiite par Tintennediaire du couple 
30 biotine/streptavidine qui permet de preparer un tetramdre du peptide cyclique. Ainsi, 
chaque peptide cyclique est lie k une biotine et quatre biotines peuvent se lier k ime 
molecule de streptavidine. 
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Altemativement, plusieurs peptides cycliques selon la presente invention peuvent 6tre 
portes par une prot6ine transporteuse. De preference, cette prot6ine n'a pas d^effet 
biologique sur Tovocyte. L'homme du metier connait plusieurs prot6ines utilis^es 
comme prot^ine porteuse dont Talbumine s6rique bovine (SAB) et rh6mocyanine de 
5 patelle. 

D'autre part, plusieuis peptides cycliques selon la pr6sente invention peuvent Stre 
immobilis6s sur un siqpport solide. Le support solide peut etre de fa9on non exhaustive 
de Tagarose, du verre, des resines cellulosiques, des r^ines de silice, du polystyrene, du 
10 polyacrylamide, Le support solide peut gtre modifie avec des groupements fonctionnels 
pennettaut la fixation des peptides cycliques, par exemple par rinterm6diaire des 
groupements carboxyl, amino, sxilfhydryl, hydroxyl et/ou carbohydrate contenus dans 
ces peptides. 

15 La pr6sente invention conceme une composition comprenant un peptide cycUque selon 
la pr6sente invention ou un multimdre de celui-ci. Cette composition peut etre un milieu 
destine k la culture de gametes. Cette composition peut comprendre en outre im siq)port 
phannaceutiquement acceptable. Cette composition peut @tre une composition 
pharmaceutique, de pr^fiSrence adapt^e k une application locale. De preference, cette 

20 application locale est faite au niveau du tractus genital femelle. 

La pr6sente invention conceme Tutilisation d'un peptide cyclique selon la presente 
invention, d'un multimere de celui-ci ou d'lme composition selon la pr6sente invention 
pour augmenter la capacity fusiogene d'une gamete, en particulier de I'ovocyte, ou poxir 
25 activer xin ovocyte, ainsi qu'une m^thode correspondante. 

Notamment, les peptides cycliques selon la pr6sente invention peuvent etre utilises pour 
la £§condation in vitro, pour rins6mination artificielle, et pour le transfert nucl6aire 
(clonage) chez les manuni£^es, de pr6f6rence non-humains. De preference, ces peptides 
30 seront utilises pour realiser ou ameiiorer une fecondation in vitro, plus particulidrement 
ch^ les humains. A cet egard, I'invention conceme egalement un milieu de culture de 
gametes suppiemente par un peptide cyclique selon la presente invention ou un 
multimere de celui-ci. Dans un mode de realisation particulier, I'ovocyte est mis en 
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pr6sence du peptide cyclique selon Tinvention avant d'etre incub6 en presence des 
spermatozoides. Dans un autre mode de realisation, Tovocyte est mis en presence 
simultan^ment avec le peptide cyclique selon la pr^sente invention et le gamdte male. 

5 Les peptides de Tinvention peuvent 6tre 6galement utilises dans un traitement destin6 k 
augments: la f6condit6. Ainsi la prSsente invention conceme Tutilisation d'un peptide 
selon la presente invention pour la preparation d'un medicament destin6 a traiter les 
probl&tnes de £§condit6, ainsi qu'une mSthode correspondante. 

10 Les peptides cycliques selon la pr6sente invention peuvent ^galement etre utilises pour 
potentialiser les spermatozoides. 

Les di£f6rentes methodes et utilisations de Tinvention peuvent 6tre mises en oeuvre in 
vitro, ex vivo ou in vivo. EUes sont avantageusement pratiqu6es in vitro ou ex vivo afin 
IS de produire des cellules ou mat^riels biologiques traites. 

Les peptides cycliques selon la presente invention peuvent 6tre utilises pour toute 
espdce dont la reproduction fait appel h des gamdtes. L'invention pr^srate un int^8t 
tout particulier pour les espfeces en voie de disparition, les espdces peu fScondes ou les 
20 espSces de grande valeur. Plus particulidrement, I'invention considdre I'utilisation des 
peptides cycliques chez les marmniferes. De preference, la pr6sente invention pent 
s'appliquer k la reproduction ou au clonage des ovins, des bovins, des 6quins, etc... Bien 
entendu, la pr6sente invention s*applique 6galement dans Taide k la procreation 
humaine. 

25 

Ce peptide ajoute dans les milieux de culture des gametes humains est susceptible de 
pot^tialiser leur capacite fiisiogene et d'amener k la constitution d'embryons tout en 
respectant les interactions physiologiques membranaires. n y a deux interSts potentiels k 
son utilisation : la reduction de I'utilisation de la microinjection intracytoplasmique 
30 comme technique de fecondation et Tameiioration de la qualite des embryons obtenus. 

L'invention conceme egalement des methodes de criblage de composes augmentant les 
capadtes fusiogdnes de Tovocyte. Cette methode comprend les etapes suivantes : 1) 
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incuber Tovocyte en presence du compos6 test6 ; et 2) estimer la capacity du compose k 
augcnenter la capacit6 fusiogfene de Tovocyte. De preference, la capacity fiisiogdne pent 
Stre estim^e par au moins un des criteres suivants : la liaison k Tovocyte, Tinduction 
d'xme re-localisation des protSines d'adh6sion k la surface de Tovocyte (plus 
5 particuli&rement Tint^grine a6pi), la fusion de I'ovocyte avec un sp^matozoide. De 
preference, la relocalisation des prot6ines d'adli6sion k la surface de I'ovocyte aboutit a 
la formation de patches de prot^ines d'adh^sion (plus particuliSrement Tintegrine 
a6pi). La relocalisation des prot6ines d'adh6sion peut 6tre mesur^e par le marquage des 
proteines d'adh^sion. 

10 

L'invention conceme les composes induisant la relocalisaton des proteines d'adhesion 
de I'ovocyte en patche ainsi que leur utilisation pour augmenter les capacit^s fiisiogdnes 
des ovocytes. 

15 D*autres aspects et avantages de Tinvention apparaitront a la lecture des exemples qui 
suivent, qui doivent Stre consider^s comme illustratifs et non limitatifis. 

EXEMPLES 

20 Resultats de Tetude du FEE cyclique sur la fusion gam^tique chez Phomme 

Materiel et m6thodes 

Les ovocytes humains 

Les ovocytes humains utilises pour les experimentations avaient deux origines : les 
25 ovocytes en echec de fecondation aprds FIV et les ovocytes non microinjectes car 
immatures au moment de I'lCSI et matures in vitro. Les patients avaient dome ces 
ovocytes k la recherche et avaient signe k cette fin \m consentement vise par le CCPPRB 
de I'hopital d' Aulnay sous Bois. 

30 Ces ovocytes Sges de 48 heures ou matures in vitro ne sont pas ou plus capables de 
donner un embryon. Par ailleurs le mecanisme du blocage k la polyspermie qui assure la 
quaUte diploide de I'embryon est situe au niveau de la zone pellucide de I'ovocyte. En 
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d^ellucidant ces ovocytes, on enleve ce m^canisme protecteur ce qui aboutit en cas de 
fusion gam^tique k des zygotes polyspexmiques non viables, Enfin, le developpement 
embiyonnaire se faisant k I'int^eur de la zone pellucide pendant les 6 proniers jours, 
son absence empSche un tel d6veloppement d*avoir lieu. 

5 

Pour garder la membrane ovocytaire aussi proche que possible de son etat naturel, la 
d6pellucidation que les inventeurs ont faite a ^t^ rSalisSe de fa9on m6canique k Taide de 
ciseaux de miorochirurgie. 

10 Les spermatozoides 

Le spenne de donneurs feconds a 6te coUecte apres 3 jours d'abstinence et prepare 
comme pour les FIV. Brievement, I'^jaculat a 6t6 gard6 k 37° jusqu'a liquefaction puis 
s61ectionn6 sur un gradient de Puresperm 2 couches (90 et 45 %). Le spenne a 6t6 alors 
gard6 dans des conditions capacitantes jusqu'^ Tins^mination des ovo(^es. 

15 

Le peptide synth6tique cvclique FEEc 

La sequence complete du domaine disint^grine de la Fertiline humaine constituant la 
boucle est representee ci-dessous : 

20 CLFMSKERMCR PSFEE CDLPEYCNGSSASC SEQ ID No 1 

Le peptide synthetique cyclique FEEc utilise dans cet exemple est le suiyant : 

CSFEEC SEQ ID No 9 

25 

Le peptide FEEc que les inventeurs ont synthetise comprend la sequence du tripeptide 
FEE. n comprend la Serine qui le precede et la Cysteine qui le suit Les inventeurs ont 
ajoute une Cysteine suppiem^taire ca amont du site de liaison. Les deux cysteines 
situees aux extremites du peptide permettent de cycliser le peptide. 

30 

ymmunoflu orescence 

La sous-unite integrine alpha 6 est presente sur la membrane de Tovocyte humain. EUe 
fait partie du complexe multimoieculaire de fusion. C'est la raison pour laquelle les 
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inventeurs Tont prise coimne t^oin du remaniement membranaire. 

Les ovocytes ddpellucid^ ont 6te incubus dans des gouttes de 20 ^1 de milieu de culture 
Ferticult sous huile k temperature de la piece. Le milieu a 6t6 supplements avec un 
5 anticoips de souris anti alpha 6 humain k 20 [xM (Chemicon Litemational, Londres, 
GB). Les ovocytes ont alors et6 lav6s puis fixes dans de la PFA 2% pendant une heure. 
ns ont ensuite 6t6 incub6s poidant 45 minutes avec un second anticoips anti- 
mmiunoglobuline de souris marquS au FITC ou k la Rhodamine SlevS chez I'Sne (FITC- 
conjugated donkey anti-mouse IgG ou Rhodamine-conjugated donkey anti-moxise IgG 
10 lOng/ml ; Jackson laboratories). Aprds lavage, les ovocytes ont enfin 6t6 mont^ dans 
de rimmvimount antifade (Shandon Laboratories) entre lame et lamelle et examines soit 
au microscope k fluorescence (Zeiss Axiophot) soit au microscope confocal (Leica 
Lasertechnik, GmbH). 

15 Tests foncti'nnnels de fusion 

Les test fonctionnels d'inhibition de la fusion ont ^te realises dans des conditions 
similaires a celles employees pour la FIV: c'est-^-dire dans des conditions 
suffisamment proches des conditions physiologiques puisqu'elles pemiettent Tobtention 
de grossesses et d'enfants. Bri^vement, les ovocytes ont 6t6 incub6s dans des gouttes de 

20 20 fil de Ferticult sous huile pendant 18 heures dans un incubateur sous 5 % de C02 k 
37° avec 4000 speraiatozoides mobiles. Les tests ont 6t6 men6s en suppl6mentant le 
milieu avec le Peptide FEEc k la concentration de 200 fiM. A la fin de Tincubation, les 
ovocytes ont 6t6 laves et incubus 20 minutes dans du Hoechst 33342 (Sigma) k 5 ^ig/ml. 
Apres fixation dans du PFA 4% PBS-BSA 1% pendant 30 minutes k temp6rature 

25 ambiante, les ovocytes ont 6t6 months dans de Timmumount entre lame et lamelle avant 
d'etre examines sous UV. Les spermatozoides fusionnes 6taient fluorescents. Les lames 
ont 6t6 analys^es sur un microscope Zeiss Axiophot 6quipe d'une camera connect6e k 
un logiciel d'analyse d'images hnaging System Package (Applied Imaging, Newcastie- 
iq)on-Tyne, UK). 
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Resultats 

Immunofluorescence et microjgcopie confocale. 

Les ovocytes ont 6te incubds avec du Peptide FEEc biotinyl6 200 pM pendant 45 
minutes. L'examen en microscopie confocale a pemiis de mettre en evidence un 
S marquage membranaire avec le Peptide FEEc conmie cela est visible sur la coupe 
^uatoriale de Tovoc^e (Figure lA). La superposition infonnatique a montr6 en outre 
que ce marquage correspond k des patches membranaires (Fig. IB). 

Induction de patches de fusion par le Peptide FEEc sur rpvocyte humain 
10 Le spermatozoi'de induit des patches multimoleculaires. En incubant des ovocytes 
matures in vitro avec une suspension de Peptide FEEc 200 pendant 18 heures, les 
inventeurs ont nais en Evidence une redistribution de la sous-unite int6grine a6. En efifet, 
alors que sin: I'ovocyte intact la distribution de la sous-unit6 a6 est homogdne sur la 
surface de Tovocyte (Fig. 2A), le Peptide FEEc induit sa redistribution sous fomie de 
IS petites agr6gats membranaires. Chez la souris, le spermatozoi'de induit effectivement de 
tels patches lors de la f(§condation. n pent en 6tre conclu que le peptide FEEc induit une 
redistribution membranaire de prot^ines d' adhesion comparable k celle qui est induite 
par le spermatozoi'de lui-mdme au cours de la fScondation. 

20 Test fonctionnel de fusion avec des gametes humains 

Dans des conditions semblables, des ovoc5^es d6pellucides ont et6 incubes en presence 
de 200 fiM de Peptide FEEc et de spermatozo'ides. Dans les ovocytes t^oins, ime 
vingtaine de spermatozoides fusionn6s au sein du cytoplasme ovocytaire ont 6t6 
observes (Fig. 3A). En presence de 200 jiM de Peptide FEEc, le nombre des 

25 spermatozoides cytoplasmiques a 6t6 bien plus important (Fig 3B). L'exp6rience 
reproduite siir un plus grand nombre d'ovocytes a fait apparaitre une augmentation 
moyenne de 60% environ du nombre de spermatozoides qui ont fusionn^ avec I'ovocyte 
(26,1±8,3 vs 16,4±5,2 ; P<0,Opl). L'augmentation du nombre de spemiatozoides est 
done statistiquement significative. Get effet est sp6cifique car I'incubation avec le mSme 

30 peptide brouille est sans effet. L'action du Peptide FEEc est reversible car les ovocytes 
pr6incub6s avec le Peptide FEEc puis lav6s et ins6min6s ne montrent pas de variation de 
leur capacity fusiogdne. II n'y a done pas non plus d'effet toxique sur les ovocytes mais 
la co-incubation est n6cessaire pour que I'effet du Peptide apparaisse. 
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Discussion 

Le Peptide FEEc presente done la propri6te d'augmenter la capacity fusiogdne de 
Tovocyte hximain. D reproduit le m6caiusme par lequel le spermatozoide present au 
5 contact de la membrane ovocytaire indnit les complexes mol^culaires de fusion 
ovocytaires et permet done un processus de fusion plus facile. 

n peut servir h supplementer les milieux de culture utilises pour la realisation de la 
F^condation in Vitro. II devrait alors pouvoir am^liorer les taux de £§condation des FIV 
10 realistes pour st^rilit^ idiopathique ou pour d^ficience spermatique. D y aurait alors une 
diminution du recours aux techniques de microinjection et amelioration de la quality des 
embryons obtenus. 

R^sultats de l^etude du QDE cyclique sur la fusion gam^tique chez la souris 

15 

De fa9on semblable k ce que nous avions vu dans Tespdce humaine, nous avons etudi6 
I'effet d*un tripeptide cyclique dans le modele souris. Par analogic, le motif du tripeptide 
reproduisait cette fois le site de fixation de la disint6grine de la fertiline B de la souris, 
c'est k dire le tripeptide QDE, Ce peptide a 6t6 appel6 QDEc. 

20 

Materiel et m^thode. 

Des souris C56bl/CBA de 6 semaines ont et6 superovul^es par 5 UI de PMSG et 5 UI 
dTiCG administr6es k 48 heures d'intervalle. Treize heures apres la demiere injection les 
souris ont et6 sacrifices et les oviductes ont 6t6 r6cup6r6s puis dilac^Cs dans du milieu 
25 de M2. Les ovocytes x6cup&c€s ont alors 6t6 soit insCmin^ dans leur cumulus soit 
d^ronis6s par un bref passage dans de la hyaluronidase. Les ovocs^es dCcoronis^ ont 
ensuite 6t6 d^ellucid6s mCcaniquement k Taide de ciseaux de microdissection sous une 
loupe binoculaire. 

30 Les ovocytes d6pellucid6s ont 6t6 pr6incub6s 30 min. puis ins6min6s en presence ; 1) 
groupe t6moin de milieu M16; 2) de milieu suppl6ment6 de 10 \iM de QDEc ; 3) 100 
liM de QDEc et 4) 1 mM de QDEc. Les ovocytes ont 6t6 dans tous les cas ins6min6s 
poidant 3 heures avec une concentration de 10^ spermatozoi'des mobiles par ml. 
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Les ovocytes intacts ont 6t6 incubes avec QDE cyclique 100 . |iM et 10^ 
spennatozoides/ml. 

S Aprds rincubation, les ovocytes ont 6te soigneusement lav6s pxiis incubes dans du 
Hoescht 10 \iM pendant 30 min, rinces puis examines en UV sur un microscope Zeiss. 
Les donn6es ont 6t6 analys6es h I'aide du logiciel Statview ®. 

R£sultats 

10 1 — ovocyte d6pellucides 

Au cours de 5 experiences, 170 oocytes ont 6te etudies en 4 groupes. Alors que la 
moyenne du nombre de spennatozoides fusionnes par ovocyte est de 2^0,1 (moy±ES) 
dans le groupe contrdle, il augmente de fa9on dose d^pendante avec la presence du 
QDE dans le milieu d'incubation (Figure 5). II atteint des differences statistiques pour 

15 des concentrations de 100 jiM (P<0,05) et de fa9on significative pour 1 mM (P<0,004) 
avec xme augmentation de 32% du nombre des spemiatozoides fusionn^. 

2 — ovocvtes intacts 

En FIV classique : Les trois experimentations ont donn6 des rSsultats coh^rents avec 
20 une moyenne de fScondation de 32,1+7,6 % pour le t6moin et 56,3+16,0 % pour le 
groupe teste (P<0,001) (Figure 6). 

Discussion 

Le nombre de spemiatozoides qui fusionnent avec un ovoc>te d6pellucid6 est d'lme 
25 vingtaine dans Tespdce humaine alors qu'il ne d6passe en rdgle pas 2 spemiatozoides 
chez la souris. L'augmentation de ce nombre, moins importante que dans Tespdce 
humaine, sous I'efifet du QDE atteint un seuil de signification statistique rapidement. De 
plus, en f<§condation in vitro d'ovocytes intacts, le QDE cyclique entraine une 
augmentation de 75 % du taux des ovocytes normalement f6cond6s. Le schema 
30 d'int^ction du spermatozoide avec la membrane ovoc>taire semble done @tre 
comparable chez la souris ^ ce qui se passe dans Tespdce humaine. La version cy^clis6 du 
peptide reproduisant le site de fixation du domaine disint^grine de la fertiline p 
augmente bien les capacit6s fusiogdnes des gametes. 
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L6geiide des Figures 

5 Figure 1. Detection du Peptide FEEc biotinvl6 k la siirface de rovocvte htunain. 

Des ovocytes ont et^ depelludd^s m^caniquement puis incubes pendant 45 min avec le 
Peptide biotinyle & 100 ^M. Le pq)tide FEEc a 6t€ d6tect6 par un anticoips de souris 
anti-biotine reconnu par un anticoips biotinyl6 anti-immunoglobuline de souris puis par 
la streptavidine-FITC. Les ovocytes ont alors 6t6 months dans de rimmumount entre 
10 lame et lamelles et examines au microscope confocal. A : section 6quatoriale de 
I'ovocyte, B : superposition des coupes correspondant k un h^mi ovocyte. 

Figure 2. Induction de patches de fusion par le Peptide FEEc sur Tovocvte humain, 
Des ovocytes intacts ont 6t6 incubus avec du Peptide FEEc 200 \iM pendant 45 minutes. 

15 Aprds lavage, ils ont ete incub6s avec un anticorps anti sous unit6 int^grine a6 20 \iM 
pendant 45 n^nutes puis fix6s (PFA 4 % pendant 30 minutes). Apr^s lavage, ils ont et6 
incubes avec un second anticorps anti-immunoglobuline de souris marqu6 k la 
rhodamine. lis ont ensuite 6t6 examines en immunofluorescence. Fig.2A : ovocyte 
t^oin montrant une fluorescence diffuse et homogdne sur la surfiice de I'ovocyte. 

20 Fig.2B : aprds incubation avec le Peptide FEEc, il y a \me redistribution de la sous-unit^ 
a6 sous forme d'agr6gats membranaires. 

Figure 3. Test fonctionnel de fusion avec des gametes humains. 

Les ovocytes d6pellucides ont 6t6 incub6s dans des gouttes de 20 jil sous huile dans du 
25 milieu de cxilture avec 4000 spermatozoi'des mobiles pendant 18 heures. Us ont ensuite 
6t6 lav6s puis incub6s dans une solution de Hoechst 33342 10 jxM pendant 30 minutes 
avant d'etre relav6s, mont^ dans de I'immunount entre lame et lamelle et examine 
sous UV. Fig.3A : ovocyte temoin montrant la presence d'une vingtaine de 
spennatozoides fusiomi6s dans le cytoplasme ovocytaire. Fig.3B : ovocyte co-incub6s 
30 avec le Peptide k 100 fxM pr6smtant une soixantaine de spennatozoides fusioimSs. 
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Fi|gure 4. EfFets du Peptide FEEc sur la f6cx)ndance de l*ovocvte hiamain. 

Comparaison des index de f6condation obtenus en absence et en pr^ence du Peptide 

FEEc 100 ^iM dans le milieu d'incubation. 



5 FiiBure 5. EfFets du Peptide ODBc sur la fusion gam^tique chez la souris. 

Les nombres entre parenfhdse reprSsentent le nombre d' ovocytes dans chaque groupe. 
Difference statistique avec les valeurs du groupe t^oin : * (P<0,05) ; ** (P<0,04) 



Figure 6. Effet de ODE cyclique sur la fecondation in vitro d'ovocvtes intacts de souris, 

10 
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REVENDICATIONS 



1- Utilisation d'un peptide cyclique comprraant le tripeptide formant un site de liaison 
de la fertiline b6ta k Tintdgrine de I'ovocyte pour augmenter les capacit6s fusiogdnes 

5 d'une gamete. 

2- Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle le tripeptide est X-(Q/D/E)-E, X 
^tant un acide aminS. 

10 3- Utilisation selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle le tripeptide est FEE. 

4- Utilisation selon Tune des revendications precedentes, dans laquelle ledit peptide 
pr^sente la fonnule sxiivante : 



oil X reprSsente un acide aminS, m et n sont compris entre 0 et 14 et « TriPept » d^igne 
ledit tripeptide. 

5- Utilisation selon la revendication 4, dans laquelle m+n est infi§rieur ^ 10, de 
20 preference inf^rieur ou 6gal h 5. 

6- Utilisation selon la revendication S, dans laquelle ledit peptide presente la fonnule 
suivante : 



25 ou X est un acide amin6. 

7- Utilisation selon la revendication 6» dans laquelle X est un acide anun6 peu 
encombrant et non charge, de preference choisi pamii A, S ou T. 

30 8- Utilisation selon I'une des revendications pr^cedentes, dans laquelle le peptide 
cyclique est sous forme de multimdre. 

9- Utilisation selon Tune des revendications prScedentes, dans laquelle la gamete est un 




Xm - TriPept - Xn — . 



15 
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ovocyte. 



10- Utilisation selon rune des revendications pr^cedentes destin^e k am^liorer la 
fi§condation in vitro. 

5 

11- Utilisation selon Tune des revendications precedentes destinee k ameliorer 
rins6mination artificielle, et/ou le transfert nucl^aire chez des animaux non-humains. 

12- Peptide cyclique pr^sentant la formule suivante : 
10 I — Xm-F-E-E-Xn 1 



ou X repr6sente un acide amin^, m et n sont compris entre 0 et 14, un variant ou un 
d6riv6 de celiii-ci. 

15 13- Peptide cyclique selon la revendication 12, dans lequel m+n est inf6rieur a 10, de 
pr6f6rence in£§rieur ou 6gal k 5. 

14- Peptide cyclique selon la revendication 13, ledit peptide pr^entant la formule 
suivante : 
20 .C-X-F-E-E-C 



oil X est un acide amin6, de pr6fi§rence X 6tant choisi parmi A, S ou T. 
15- Peptide cyclique selon la revendication 14, dans lequel X est S. 
25 16- Multimere de peptides cycliques, lesdit peptides pr6sentant la formule suivante : 



oil X repr6sente un acide atnin6, m et n sont compris entre 0 et 14 et « TriPept » d6sigiie 
le tripeptide X-(Q/D/E)-E formant un site de liaison de la fertiline b6ta k Tintfigrine de 
30 Povocyte. 






17- Multimdre selon la revendication 16, dans lequel le tripeptide est FEE. 
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18- Multimere selon la revendication 16 ou 17, ledit peptide pr6sentant la fonnule 



oii X est un acide ainin6, de pr6£§re]ice X 6tant choisi parmi A, S ou T. 

5 

19- Composition destin^e k la culture de gametes comprenant un peptide selon Tune des 
revendications 12 & IS ou un multimdre selon I'une des revendications 16 k 18. 

20- Utilisation d'un peptide selon I'une des revendications 12 ^ 15 ou irn multimdre 
10 selon Tune des revendications 16 ^ 18 pour la preparation d'un medicament destin6 k 

traiter les probldmes de f6condit6. 

21- M6thode de criblage de composes augmentant la capacity fusiogdne des ovocytes 
comprenant 1) incuber Tovocyte en presence du compose test6 ; et 2) estimer la capacity 

15 du compos6 k augmenter la capacit6 fusiogene de I'ovocyte. 

22- M6thode de criblage selon la revendication 21, caract6ns6 en ce que la capacit6 du 
compos6 k augmenter la capacity fusiogene de Tovocyte est estime par au moins un des . 
critdres suivants : la liaison k Tovocjrtie, I'induction d'lme relocalisation des protdines 

20 d'adh6sion a la surface de Tovocyte (plus particulidrement rint^grine a6pi), la fusion 
de I'ovocyte avec un spermatozoide. 



suivante : 
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Fig. 2A 



Fig. 2B 

Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 6 
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SEQUENCE LISTING 

<110> university Paris 13, Centre National de Recherche Scientifique 

<120> PEPTIDE AUGMENTANT LA CAPACITE FUSIOGENE D*UNE GAMETE 

<130> B0200WO 

<150> FR 03 13545 
<151> 2003-11-19 

<160> 9 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 1 

cys Leu Phe Met Ser Lys Glu Arg Met Cys Arg Pro Ser Phe Glu Glu 
1 5 10 15 

Cys Asp Leu Pro Glu Tyr cys Asn Gly Ser Ser Ala Ser Cys 
20 25 30 

<210> 2 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<220> 
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2 

<221> SITE 
<222> C14) . . (16) 
<223> Tri peptide 

<400> 2 

Cys Lys Leu Lys Arg Lys Gly Glu Val Cys Arg Leu Ala Gin Asp Glu 
15 10 15 

Cys Asp Val Thr Glu Tyr cys Asn Gly Thr Ser Glu val cys 
20 25 30 

<210> 3 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Cav1a porcellus 



<220> 

<221> SITE 

<222> C14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 3 

Cys Glu Phe Lys Thr Lys Gly Glu val Cys Arg Glu Ser Thr Asp Glu 
15 10 15 

Cys Asp Leu Pro Glu Tyr Cys Asn Gly ser Ser Gly Ala Cys 
20 25 30 

<210> 4 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Oryctolagus cuni cuius 



<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 4 

Cys Thr Phe Lys Glu Arg Gly Gin ser Cys Arg Pro Pro val Gly Glu 
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cys Asp Leu Phe Glu Tyr Cys Asn Gly Thr Ser Ala Leu Cys 
20 25 30 

<210> 5 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Macaca fasc1cu1ar1s 



<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 5 

Cys Leu Phe Met Ser Gin Glu Arg Cys Cys Arg Pro Ser Phe Asp Glu 
1 5 10 15 

Cys Asp Leu Pro Glu Tvr Cys Asn Gly Thr ser Ala ser cys 
20 25 30 

<210> 6 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> Bos taurus 



<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tr1 peptide 

<400> 6 

cys Ala Phe lie Pro Lys Gly His lie cys Arg Gly ser Thr Asp Glu . 
1 5 10 15 

cys Asp Leu His Glu Tyr cys Asn Gly ser ser Ala Ala cys 
20 25 30 



<210> 7 
<211> 30 
<212> PRT 
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<213> Rattus norvegicus 
<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tn" peptide 

<400> 7 

cys Asn Leu tys Ala Lys Gly Glu Leu cys Arg Pro Ala Asn Gln Glu 
15 10 15 

Cys Asp Val Thr Glu lyr cys Asn Gly Thr Ser Glu val Cys 
20 25 30 

<210> 8 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> Sus scrofa 

<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 8 

Cys ser Phe Met Ala Lys Gly Gin Thr Cys Arg Leu Thr Leu Asp Glu 
1 5 10 15 

Cys Asp Leu Leu Glu Tyr Cys Asn Gly Ser ser Ala Ala Cys 
20 25 30 

<210> 9 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> artificial sequence 



<220> 
<223> 
<220> 



peptide FEEc 
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<221> DISULFID 
<222> CD . . C6) 
<223> 

<400> 9 

Cys ser Phe Glu Glu Cys 



